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A citocina IL-27, membro da família da IL-12, é secretada por células 
apresentadoras de antígenos como macrófagos e células dendríticas 
(DCs). Estudos recentes sugerem um papel anti-inflamatório para a IL-
27, por meio da indução de células Tr1 produtoras de IL-10, capazes de 
inibir respostas do tipo Th1 e Th17. Nosso trabalho teve como objetivo 
investigar se a IL-27 e a indução de células Tr1 estão envolvidas na 
imunomodulação da paracoccidioidomicose, micose sistêmica de maior 
prevalência no Brasil. Para tal, avaliamos a presença de IL-27 no soro e 
biópsias de pacientes atendidos no HC/UNICAMP por ELISA, 
imunohistoquímica e imunofluorescência. A presença de células Tr1 
(CD4+CD45RA-CD49b+LAG3+) no sangue periférico foi analisada por 
citometria de fluxo, utilizando anticorpos específicos. Experimentos in 
vitro utilizando sangue periférico de doadores saudáveis foram realizados 
para verificar a capacidade de leveduras de P. brasiliensis em induzir a 
produção de IL-27 por DCs e macrófagos, bem como a polarização de 
linfócitos para o fenótipo Tr1.    Nossos resultados mostram que pacientes 
com a forma aguda da PCM apresentam maiores concentrações séricas 
de IL-27 e uma maior porcentagem de células Tr1 no sangue periférico 
quando comparados a pacientes com a forma crônica da doença e 
doadores saudáveis. A citocina IL-27 também foi detectada em lesões de 
pacientes com PCM, sendo sua produção associada a DCs e 
macrófagos.  Leveduras viáveis de P. brasiliensis da cepa Pb18  foram 
capazes de induzir a produção de IL-27 tanto por DCs como macrófagos. 
Em concordância, verificamos que DCs pulsadas com leveduras de Pb18 
induzem uma maior frequência de linfócitos Tr1 in vitro. Em conjunto, 
nossos resultados sugerem que a produção de IL-27 e a indução de 
células Tr1 podem contribuir para a resposta imunológica deficitária 
observada nas formas graves e disseminadas da doença. 
 








Interleukin-27, a cytokine of the IL-12 family, is secreted by antigen-
presenting cells such as macrophages and dendritic cells (DCs). Recent 
studies suggest an anti-inflammatory role for IL-27 by inducing IL-10 
producing Tr1 cells capable of inhibiting Th1 and Th17 type responses. Our 
work aimed to investigate whether IL-27 and the induction of Tr1 cells are 
involved in the immunomodulation of paracoccidioidomycosis, the most 
prevalent systemic mycosis in Brazil. For this, we evaluated the presence 
of IL-27 in serum and biopsies of patients treated at a university hospital in 
Brazil by ELISA, immunohistochemistry, and immunofluorescence. The 
presence of Tr1 cells (CD4+CD45RA-CD49b+LAG3+) in the peripheral blood 
was analyzed by flow cytometry, using specific antibodies. In vitro 
experiments using peripheral blood from healthy donors were performed to 
verify the competence of P. brasiliensis yeast in inducing the production of 
IL-27, as well as the polarization of lymphocytes to the Tr1 phenotype. We 
found that patients with the acute form of PCM present higher serum 
concentrations of IL-27 and a higher percentage of Tr1 cells in the 
peripheral blood when compared to patients with the chronic form of the 
disease and healthy donors. The cytokine IL-27 was also detected in lesions 
of PCM patients, which was associated with DCs and macrophages. P. 
brasiliensis yeasts from the Pb18 virulent strain were able to induce IL-27 
production by both DCs and macrophages. In agreement, we have found 
that DCs pulsed with Pb 18 yeasts induce a higher frequency of Tr1 
lymphocytes in vitro. Altogether, our results suggest that IL-27 production 
and Tr1 cell induction may contribute to the deficient immune response seen 
in the severe and widespread forms of the disease. 
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A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica 
característica da América Latina, com maior número de casos encontrados 
no Brasil, Colômbia e Venezuela (1-3). A infecção é causada pela inalação 
de conídios dos fungos dimórficos Paracoccidioides brasiliensis e 
Paracoccidioides lutzii, os quais se tornam capazes de causar a doença 
pela transição morfológica induzida pelo aumento da temperatura de 25°C 
(ambiente) para 37°C (corporal), a qual gera mudança na composição da 
parede celular fúngica e estabelecimento da doença (4). A PCM é a maior 
causa de mortalidade dentre as micoses sistêmicas no Brasil, sendo a 
oitava causa de mortalidade por doenças crônicas infecciosas (5). Segundo 
serviços de referência no atendimento a pacientes, infere-se que a 
incidência da doença varie de 3 a 4 novos casos/milhão (6). Inicialmente 
caracterizada como uma doença associada ao meio rural, principalmente 
em áreas produtoras de café, mudanças demográficas como urbanização, 
derrubadas de áreas florestais e abertura de novas fronteiras tem 
contribuído para o aumento da incidência da doença no meio urbano (7, 8).  
A PCM apresenta-se sob duas formas clínicas principais, a forma 
juvenil ou aguda (FA) e a forma adulta ou crônica (FC) (tabela 1). A forma 
adulta, caracterizada pela presença de lesões mucocutâneas e 
comprometimento pulmonar (6), afeta, na maioria dos casos, indivíduos do 
sexo masculino trabalhadores rurais acima de 30 anos. Etilismo e tabagismo 
constituem fatores de risco para o desenvolvimento da doença. Muitos dos 
pacientes portadores dessa forma exerceram atividades agrícolas durante 
as duas primeiras décadas de vida, nas quais possivelmente adquiriram a 
infecção, entretanto as manifestações clínicas surgiram anos depois, 
muitas vezes quando já residiam em áreas urbanas (9). Por afetar 
trabalhadores em sua idade mais produtiva, a doença apresenta impacto 
importante na cadeia produtiva e na saúde pública. 
A maior incidência da PCM em homens adultos é atribuída a fatores 
hormonais. Mulheres endocrinologicamente maduras, com níveis 
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adequados de estrogênio, apresentam proteção contra o P. brasiliensis, 
visto que o hormônio β estradiol impede a transição morfológica da fase 
micelial (forma infectante) em leveduriforme (forma patogênica). (10, 11).  
Por outro lado, a forma aguda tem evolução rápida, ocorrendo em 
crianças e adultos jovens (abaixo de 30 anos) de ambos os sexos. 
Caracteriza-se pela disseminação do fungo para múltiplos tecidos e órgãos, 



















Tabela 1. Órgãos acometidos em pacientes com paracoccidioidomicose 
                      Formas Clínicas 
  
Aguda 
         
Crônica 
Órgãos             
    
Pulmão        -  + 
Brônquio/traqueia        -  + 
Linfonodomegalia    
Generalizada +           - 
Localizada +           + 
Boca, faringe, laringe    
Mucosa oral -  + 
Laringe -  + 
Mucosa nasal -  + 
Glândulas adrenais 
 
-  + 
Sistema nervoso central -   + 
Fígado         +  + 
Baço +  - 
Pele -  + 
Fonte: Adaptação de Shikanai-Yasuda et al, 2017. (6)  
 
 As diferentes formas clínicas da doença são acompanhadas por 
respostas de defesa características. Na forma aguda, pacientes 
apresentam deficiência da resposta imunológica celular caracterizada pela 
inibição da linfoproliferação e produção aumentada de citocinas do perfil 
Th2/Th9, com ação inibitória sobre macrófagos. Também caracteriza esta 
forma clínica a produção de altos níveis de anticorpos, principalmente das 
classes IgE e IgG4, e eosinofilia (13-15).  
A forma crônica varia dentro de um espectro que vai desde formas 
localizadas e brandas a quadros mais graves com o envolvimento de 
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múltiplos órgãos. Pacientes portadores da forma crônica unifocal (FC-UF) 
apresentam sintomas mais brandos devido a uma resposta Th1 
preservada, que permite a formação de granulomas que restringem 
parcialmente a replicação do fungo, sendo associada à respostas Th-17 e 
Th-22 (14, 16, 17). Já a forma crônica multifocal (FC-MF) apresenta uma 
imunossupressão similar àquela descrita em pacientes com a FA, o que 
contribui para um quadro mais grave da doença devido a influência de 
respostas tipo Th2 e Th9, as quais promovem ativação de linfócitos B, 
secreção de anticorpos específicos, eosinofilia e formação de granulomas 
frouxos, incapazes de conter a disseminação do fungo (15, 17). 
Indivíduos moradores de áreas endêmicas para PCM podem se 
infectar pelo Paracoccidioides, mas não desenvolver a doença, 
apresentando reatividade cutânea a antígenos do fungo (14, 16). Nestes 
indivíduos prevalece a resposta Th1, caracterizada pela produção de 
citocinas ativadoras de macrófagos como IFN-γ e  alta resposta proliferativa 
de linfócitos (14, 16).  
A resposta imunológica durante uma infecção fúngica deve eliminar 
o patógeno, ao mesmo tempo que limita o dano tecidual e restaura a 
homeostase. Reações inflamatórias intensas são descritas principalmente 
em pacientes com a FA da PCM levando a uma falha na resposta ao 
tratamento e a disseminação do fungo para vários órgãos e tecidos (18). 
Corticoesteróides foram utilizados com sucesso como terapia adjunta 
especialmente em formas graves da doença, como na 
neuroparacoccidioidomicose. A droga, devido aos seus efeitos 
imunossupressores, ajuda a diminuir o dano tecidual e a resposta 
inflamatória exacerbada presente nos pacientes, resposta esta que pode 
se agravar com as terapias antifúngicas convencionais (19, 20). Neste 
contexto, mecanismos de contenção da resposta inflamatória devem ser 
acionados pelo sistema imunológico de forma a controlar a destruição 
celular desenfreada, porém otimizar a resposta antifúngica.   
Estudos envolvendo a participação de células T reguladoras 
(Tregs) e citocinas anti-inflamatórias na PCM demonstraram que pacientes 
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portadores de PCM ativa, principalmente nas formas mais disseminadas da 
doença, apresentam alta produção de citocinas supressoras como IL-10 e 
TGF-β, sendo associadas a uma redução na produção de IFN-γ e TNF-α 
(14, 15, 21-23). Sugere-se que células Tregs participem da 
imunossupressão observada em pacientes com PCM, uma vez que 
pacientes com a doença ativa apresentam uma maior quantidade dessas 
células quando comparados aos indivíduos tratados. Os mecanismos 
envolvidos nessa imunossupressão estão relacionados ao desequilíbrio na 
produção de citocinas supressoras como IL-10 e TGF-β, aumento na 
expressão de CTLA-4 nos linfócitos circulantes e aumento na apoptose de 
células T efetoras através da interação Fas-Fas-L (24, 25). Esses achados 
confirmam a relação entre as formas mais graves da doença e a depressão 
na resposta imunológica do tipo celular, determinante para a progressão da 
doença.  
Recentemente, Araújo e colaboradores demonstraram que a 
infecção por P. brasiliensis em camundongos induz a maturação de células 
dendríticas plasmocitóides (pDCs) com função tolerogênica, pois estas 
expressam a enzima Indolamina 2,3-Dioxigenase (IDO) e estão 
relacionadas a maior atividade das Tregs (26), fato que colaboraria para o 
sucesso do patógeno e o estabelecimento da doença.  
Além das células Treg, a  supressão da imunidade observada em 
algumas doenças infecciosas também foi associada a um aumento da 
frequência de células reguladoras do tipo 1 (Tr1) (27, 28), caracterizadas 
pela ausência da expressão do fator de transcrição FOXP3 de forma 
constitutiva (29). Entretanto, quando ativadas, as células Tr1 podem 
apresentar uma expressão transiente do FOXP3, porém em níveis menores 
do que aqueles expressos pelas Tregs tradicionais (30-32). As células Tr1 
também são caracterizadas pela expressão de CD49b e LAG3 (33) e pela 
secreção de grandes quantidades de IL-10 e TGF-β (33, 34). Outras 
moléculas de superfície presentes nesta população celular são CTLA-4, 
PD-1 (35) e ICOS (36).  
Groux e colaboradores (33) demonstraram o papel indispensável 
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da LAG-3, uma proteína de membrana com efeito regulatório negativo no 
sinal de transdução mediado pelo TCR, e que na forma solúvel, ativa as 
células dendríticas aumentando a resposta antígeno-específica em células 
T murinas (31, 37, 38). Células Tr1 suprimem as respostas de células T e 
de células apresentadoras de antígenos (APCs) pela via de secreção da IL-
10. As propriedades imunossupressoras das células Tr1 contribuem para a 
regulação negativa da resposta imunológica responsável por manter a 
tolerância e supressão de doenças autoimunes. Com base nestas 
características, as células Tr1 têm sido sugeridas como um potencial 
tratamento para várias desordens imuno-relacionadas (39). 
Citocinas da família da IL-12 como IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35 são 
moléculas heterodiméricas com importante função na estimulação e 
regulação da resposta imunológica (40, 41). A IL-27, molécula 
heterodimérica composta pelas subunidades p28 e EBI3, é produzida e 
secretada por macrófagos e células dendríticas após a ativação de 
receptores de reconhecimento padrão como TLR3, TLR4 e TLR9 por 
produtos microbianos (42-45). Inicialmente sugeriu-se que a IL-27 atuava 
apenas na expansão de células pró-inflamatórias do tipo Th1 através 
ativação dos fatores de transcrição STAT1 e T-bet entretanto, foi 
demonstrado que camundongos deficientes para o receptor da IL-27 (IL-
27ra-/-) desenvolvem respostas pró-inflamatórias exageradas associadas 
às células T. Estes achados permitiram constatar o envolvimento direto da 
IL-27 na inibição da inflamação tecidual, exercendo uma ação anti-
inflamatória capaz de limitar a destruição tecidual durante processos 
infecciosos e inflamatórios (46). 
Os primeiros estudos indicando os efeitos anti-inflamatórios da IL-
27 em doenças infecciosas e inflamatórias foram realizados em 
camundongos IL-27-/- ou EBI3-/- que apresentaram alta produção de 
citocinas Th2 durante a asma experimental e infecções por Trypanossoma 
cruzi (47-49). Na mesma linha, Villarino e colaboradores observaram que 
camundongos deficientes do receptor da IL-27 (IL-27R) infectados com 
Toxoplasma gondii desenvolveram células T CD4+ e CD8+ produtoras de 
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IFN-γ durante a fase aguda da infecção, sendo essa resposta suficiente 
para controlar a replicação parasitária (46).  
A ativação de células TCD4+ naive na presença da IL-27 resulta na 
diferenciação de células reguladoras do tipo Tr1 produtoras de IL-10, as 
quais podem suprimir inflamação e autoimunidade. Além de atuar na 
polarização celular, exercem influência na inibição da diferenciação em 
células Th17 e em células T reguladoras FOXP3+ (Tregs) (42, 50-52). 
Inicialmente descrita como citocina da resposta Th2, IL-10 é reconhecida 
pela sua variedade de propriedades biológicas, dentre as quais a limitação 
das respostas inflamatórias in vivo (33, 53, 54). De fato, camundongos IL-
10-/- e IL-27-/- infectados com T. cruzi ou Leishmania donovani apresentam 
dano tecidual grave, associado à resposta inflamatória excessiva, 
sugerindo uma possível relação entre as duas citocinas na contenção da 
inflamação exacerbada (48, 55). 
Na infecção por Mycobacterium tuberculosis, foi demonstrado que 
a IL-27 modula negativamente a resposta de macrófagos por meio da 
supressão de TNF-α e IL-12, citocinas necessárias para a aumentar a 
produção de IFN-γ em macrófagos e, consequentemente, ativá-los (32, 56, 
57). Dado o papel da IL-27 como reguladora positiva da produção de IL-10 
por células Tr1, foi observado que camundongos deficientes em IL-10 são 
mais resistentes à M. tuberculosis quando comparados a controles 
selvagens (58). Outra via de atuação da IL-27 inclui a sua capacidade de 
suprimir diretamente as células Th17, por meio da inibição da expressão de 
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inflamatórias 
Inibe a acidificação do fagossomo 






Induz a diferenciação de células Tr1 
produtoras de IL-10 
Induz a proliferação e manutenção 
das células Tr1 
Suprime o desenvolvimento de 
células Th17 
 
Fonte: Adaptado de Abdalla et al, 2015 (32) 
 
 
Poucos trabalhos na literatura avaliaram o papel da IL-27 em 
infecções fúngicas. Recentemente, Patin e colaboradores demonstraram 
que IL-27 é produzida por células mielóides em resposta a Candida spp. 
Camundongos deficientes do receptor de IL-27 infectados por Candida 
parapsilosis apresentaram um melhor clearance do fungo acompanhado a 
um aumento de IFN-γ e IL-17 (59), sugerindo um importante papel da 
citocina na supressão da imunidade celular. 
Bedke e colaboradores demonstraram que células Tr1+ humanas e 
de camundongos produzem uma maior quantidade de IL-10 e são capazes 
de suprimir a expansão de células T antígeno específicas durante a 
infecção por Aspergillus fumigatus in vitro e in vivo. Também verificaram 
que em camundongos a diferenciação de células Tr1 foi dependente da 
presença do receptor hidrocarboneto de arila (AhR), do fator de transcrição 
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c-Maf e de IL-27 (60). 
Tendo em vista a participação da IL-27 no controle da resposta 
inflamatória, e trabalhos na literatura envolvendo o papel dessa citocina e 
das células Tr1 na resposta contra patógenos fúngicos, o presente trabalho 
teve por objetivo investigar se a IL-27 e a indução de células Tr1 estão 






















2.1. Objetivo Geral 
 
 Avaliar a participação da IL-27 na infecção humana pelo P. 
brasiliensis 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 Quantificar a IL-27 no soro de pacientes com PCM e doadores 
saudáveis. 
 Verificar a presença da IL-27 e avaliar o infiltrado celular em 
biópsias de lesões de pacientes com PCM. 
 Avaliar a frequência de células Tr1 no sangue periférico de 
pacientes com PCM e doadores saudáveis. 
 Verificar se leveduras de P. brasiliensis são capazes de 
induzir a produção de IL-27 por DCs e macrófagos de doadores 
saudáveis  
 Verificar se DCs obtidas a partir de monócitos do sangue 
periférico de doadores saudáveis e pulsadas com leveduras de P. 
brasiliensis são capazes de estimular a polarização de linfócitos 




3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Casuística 
 Foram incluídas amostras de soros de pacientes com ambas as 
formas da PCM atendidos no Hospital das Clínicas da Universidade 
Estadual de Campinas (HC-UNICAMP), e de doadores saudáveis. O 
diagnóstico de PCM foi estabelecido pelo achado do fungo em exame direto 
ou histopatológico e/ou sorologia. Os soros foram armazenados na 
soroteca do Laboratório de Imunologia Celular e Molecular. 
Cortes histológicos de biópsias de pacientes com PCM arquivadas 
no Departamento de Anatomia Patológica da Faculdade de Ciências 
Médicas da UNICAMP foram utilizados para detecção de IL-27 e 
caracterização do infiltrado celular. Para a reação de Imunohistoquímica, 
foram incluídas biópsias de linfonodos de 4 pacientes portadores da FA e 
biópsias de mucosa oral de 4 pacientes com FC, obtidas com finalidade 
diagnóstica. Para a reação de Imunofluorescência, foram incluídas 6 
biópsias de linfonodos de pacientes com a FA da PCM. 
Para a quantificação e caracterização das células Tr1 foram 
incluídos no estudo pacientes com PCM, atendidos no Hospital das Clínicas 
da Universidade Estadual de Campinas (HC-UNICAMP) de março de 2017 
a março de 2019. Foram selecionados pacientes que apresentavam a doença 
ativa (sintomas clínicos e exames laboratoriais compatíveis com a doença 
em atividade), sendo recrutados antes do início do tratamento ou dentro do 
primeiro mês de tratamento. O grupo controle foi constituído de familiares 
de pacientes e alunos do laboratório de pesquisa. Ambos grupos (pacientes 
e controles) se enquadraram quanto aos critérios de inclusão (não estar em 
uso de antialérgicos, anti-inflamatórios ou antibióticos, além de não 
apresentar outras doenças inflamatórias ou infecciosas concomitantes, 
doenças alérgicas, autoimunes ou neoplasias). Cada indivíduo foi 
informado sobre sua participação na pesquisa, assinando um termo de 
consentimento pós-informação (CAAE: 67805216.8.0000.5404), de acordo 




Para os experimentos in vitro, que envolveram a estimulação de 
DCs e macrófagos com leveduras de P. brasiliensis e co-culturas com 
linfócitos T, foi utilizado somente sangue periférico de doadores saudáveis.  
O cálculo do tamanho amostral, bem como os testes estatísticos 
foram realizados pelo serviço de Bioestatística da Faculdade de Ciências 
Médicas da Unicamp.  
 
3.2. Quantificação de IL-27 no soro de pacientes com PCM e 
indivíduos saudáveis. 
Para a quantificação da concentração de IL-27 no soro, sangue 
periférico (9mL) de 27 pacientes portadores da forma aguda e 51 pacientes 
portadores da forma crônica (23 com a forma multifocal e 28 com a forma 
unifocal) da PCM atendidos no Hospital das Clínicas da Universidade 
Estadual de Campinas (HC-UNICAMP) e de 20 doadores saudáveis foi 
coletado em tubo seco. Para a obtenção do soro, as amostras foram 
centrifugadas por 10 minutos, 720 x g em temperatura ambiente. Os soros 
foram utilizados para a quantificação de IL-27 por ELISA (DuoSet - R&D 
Systems), de acordo com as instruções do fabricante. 
  
3.3. Imunohistoquímica em biópsias de lesões de pacientes com 
PCM 
Para as reações de imunohistoquímica foram utilizados cortes 
histológicos (5 a 7 μM de espessura) de linfonodos e mucosa oral de 
pacientes com incluídos em parafina. Foi realizada a recuperação 
antigênica com Trilogy (Cell Marque) em panela a vapor, durante 45 
minutos. Procedeu-se então ao bloqueio da peroxidase endógena com 
peróxido de hidrogênio (H2O2) 10v (Dinâmica) durante 15 minutos, seguido 
de lavagem com água destilada e incubação com bloqueio de proteína 
(Dako, Carpinteria, EUA) por 10 minutos. Em seguida, as lâminas foram 
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incubadas com o anticorpo primário anti-IL-27 (Sigma), overnight, em 
câmara úmida. O anticorpo primário foi diluído em solução de salina 
tamponada com fosfato e soro albumina bovina a 2% (SST-BSA) e 
dispensados sobre os cortes. 
Após a incubação, as lâminas foram lavadas com SST e incubadas 
com um polímero contendo peroxidase (Envision, Dako, Carpinteria, EUA). 
As reações foram reveladas pela adição do substrato cromógeno 3,3 
diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, EUA) a 0,6%, 
seguida da ativação com peróxido de hidrogênio 30v durante 5 minutos e 
coloração nuclear com hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich Chemical) por 
1 minuto. Após o término da reação, as lâminas foram desidratadas, 
diafanizadas e montadas com Entelan (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, 
EUA). O controle negativo consistiu em uma lâmina do mesmo tecido 
analisado, na qual o anticorpo primário foi substituído por SST-BSA. 
As lâminas de IHQ foram analisadas por microscopia ótica 
(Olympus, modelo CX31RTSF, Japão) para a avaliação da composição do 
infiltrado inflamatório e da presença de IL-27. Foram analisados três 
campos diferentes e aleatórios em cada lâmina (aumento 400X), levando-
se em consideração a presença do fungo. Para análise quantitativa 
selecionou-se a área positiva para IL-27 (marrom) e os resultados foram 
expressos em mm² utilizando o programa ImageJ® versão 1.52 (NIH, 
Maryland, EUA). 
 
3.4. Imunofluorescência em biópsias de lesões de pacientes com 
PCM 
 
Para as reações de imunofluorescência cortes histológicos (5 a 
7μM de espessura) de linfonodos de pacientes com PCM foram dispostos 
em lâminas silanizadas e passaram por recuperação antigênica (100ºC, 20 
minutos) em solução Antigen Retrieval Buffer 1 (100X tampão citrato, pH 
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6,0) (Springs Bioscience, EUA) 3:1 em água Milli Q para facilitar a 
exposição dos epítopos antigênicos. As lavagens para retirada da parafina 
foram realizadas em tampão BupH Phosphate Buffered Saline Pack™ 
(BPBS) (0,1M fosfato de sódio, 0,15M cloreto de sódio, pH 6,8) (Thermo 
Fisher Scientific, EUA). Os cortes foram colocados em solução de glicina 
(Promega, EUA), e em seguida foi realizado o bloqueio com albumina 
sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, EUA) em tampão BPBS.  
Os cortes foram incubados overnight a 4°C com anticorpo policlonal 
de coelho anti-IL-27 humana (ab115671, Abcam, Reino Unido) diluído em 
tampão diluente (Spring Bioscience, EUA). Em seguida os cortes foram 
lavados e incubados com anticorpos de camundongo anti-CD68 humana ou 
anti-CD209/DC-SIGN humana (ambos da Biolegend, EUA), por 1 hora, 
para marcação de macrófagos e células dendríticas, respectivamente.  
Após a incubação com os anticorpos primários os cortes foram 
lavados em BPBS e bloqueados novamente com albumina sérica bovina 
(BSA). Posteriormente os cortes foram incubados com os anticorpos 
secundários anti-Ig de coelho conjugado a Alexa 488 (Invitrogen, EUA) 
(verde) e anti-Ig de camundongo conjugado a Alexa 647 (Abcam, Reino 
Unido) (rosa). Para melhor caracterização e visualização, o núcleo celular 
(DNA) foi corado pelo reagente de Hoecht (Invitrogen, EUA). Para redução 
da auto fluorescência, os cortes foram tratados com CuSO4 10mM diluído 
em acetato de amônio 50mM (ph 5.0) durante 10 minutos, no escuro. Em 
seguida as lâminas foram lavadas e receberam meio de montagem (Dako, 
EUA).  
Os cortes foram examinados em microscópio confocal SP8 (Leica, 
Alemanha) no Laboratório Nacional de Biociências (LNBio/CNPEM). 
 
 3.5. Análise da frequência das células Tr1 no sangue periférico 
por citometria de fluxo 
 
Para a determinação da frequência de células Tr1 o sangue 
periférico de pacientes com a forma ativa da PCM e de doadores saudáveis 
foi coletado em tubos contendo heparina sódica e centrifugado sobre uma 
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solução de Ficoll-Hypaque - densidade 1,077 (Sigma, EUA) por 30 minutos, 
400 x g, em temperatura ambiente. As células mononucleares foram 
transferidas para um tubo falcon de 15mL, sendo submetidas a 2 lavagens 
com meio RPMI 1640 (300 x g, por 10 minutos, a 4ºC). Após as lavagens, 
o número e a viabilidade das células foram estimados. As células foram 
então incubadas com um  conjunto de anticorpos para para caracterização 
das células Tr1 (34), a saber anti-CD4-FITC, anti-CD49b-PE, anti-LAG3-
PE-Cy7 e anti-CD45RA-PE-Cy5 (todos da Biolegend, EUA). Os anticorpos 
foram diluídos em 20μL de PBS- BSA-A (PBS – Albumina Bovina Sérica 
0,1% - Azida Sódica 0,5%),  seguido de incubação por 30 minutos, a 4ºC, 
no escuro. Após este período foram adicionados 20μL de PBS-BSA-A com 
posterior centrifugação por 10 minutos a 1250 rpm a 4ºC. O sobrenadante 
foi desprezado, as células ressuspendidas (vórtex), seguidas pela adição 
de 200μL de formaldeído a 2% e analisadas em citômetro de fluxo (FACs 
Verse, BD Biosciences, EUA) com o programa FlowJo, versão 10 (FlowJo, 
LLC, EUA). 
 
3.6. Isolamento de células para os experimentos de cocultura e de 
indução da produção de IL-27 
 
O sangue periférico (70 - 80mL) de doadores saudáveis foi coletado 
em tubos contendo heparina sódica e as células mononucleares foram 
separadas por centrifugação em Ficoll-Hypaque. Em seguida, as CMSP 
foram incubadas  com beads magnéticas, para a separação de monócitos 
(células CD14+) e linfócitos (CD3+). Monócitos foram isolados utilizando o 
sistema de seleção imunomagnética positiva MACs (CD14 MicroBeads) 
conforme instruções do fabricante (Miltenyi Biotech, Alemanha). Em 
seguida os monócitos foram diferenciados em DCs e macrófagos. Os 
linfócitos foram isolados por kit de seleção positiva imunomagnética (CD3 







3.7. Diferenciação de monócitos em células dendríticas (DCs) e 
macrófagos. 
 
DCs e macrófagos foram diferenciados in vitro a partir de monócitos 
do sangue periférico de acordo com Sallusto and Lanzavecchia (29). Após 
a separação de CMSPs e purificação de monócitos (CD14+) por beads 
magnéticas, como descrito no item anterior, as células CD14+ foram 
incubadas em placas de 6 poços a 37ºC durante 5 dias com RPMI 
suplementado adicionado das citocinas recombinantes IL-4 (rhIL-4) 
(50ng/mL) e rhGM-CSF (50ng/mL) (Peprotech, EUA) para diferenciação em 
DCs, e durante 7 dias com RPMI suplementado adicionado da citocina 
recombinante rhGM-CSF (50ng/mL) para diferenciação em macrófagos 
(Peprotech, EUA). No 2° dia as culturas receberam citocinas frescas, sem 
a troca do meio de cultura inicial. Após a diferenciação (5° dia e 7º dia), o 
fenótipo celular foi confirmado por citometria de fluxo. 
 
3.8.  Cultivo e Obtenção de leveduras de P. brasiliensis 
 
 Isolados de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) foram cultivados em 
meio Fava-Netto, a 36ºC por 5-7 dias. Em seguida, as células 
leveduriformes foram ressuspendidas em solução salina tamponada com 
fosfato estéril (PBS) (pH 7,2) e separadas por agitação em vórtex com 
pérolas de vidro de 0,5 mm de diâmetro, durante 5 min. A suspensão celular 
foi incubada a 37ºC durante 15 min e o sobrenadantes recolhido. O número 
e a viabilidade foram determinados em câmara de Neubauer na presença 
de corante azul de tripan. Suspensões contendo mais de 85% de fungos 
viáveis foram utilizadas. Para o ensaio de produção de IL-27 in vitro, além 
das leveduras viáveis Pb18 e Pb265, foram utilizadas leveduras Pb18 
mortas pelo calor (60°C por 1h). A viabilidade das células fúngicas foi 







3.9. Produção de IL-27 por DCs e macrófagos estimulados com 
leveduras de P. brasiliensis  
 
Após diferenciação (item 3.7), DCs e macrófagos foram 
estimulados com leveduras de P. brasiliensis (Pb18, Pb18 morto pelo 
calor ou Pb265) por 24h em estufa a 37ºC e 5% CO2. O sobrenadante foi 
então coletado e armazenado a -20ºC para posterior determinação da 
concentração de IL-27 pela técnica de ELISA (Duoset-R&D Systems, 
Estados Unidos), de acordo com as instruções do fabricante. 
 
3.10. Coculturas de DCs e linfócitos 
 
Após a diferenciação a partir de monócitos (item 3.7 ) as DCs foram 
pulsadas in vitro com leveduras de P. brasiliensis por 2h na presença ou 
não de IL-27 (rhIL27). Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e foram 
adicionados linfócitos CD3+ obtidos dos mesmos doadores (item 3.6), na 
proporção de 1 DC para 5 linfócitos, para a avaliação da polarização para 
células Tr1. As coculturas foram mantidas por 5 dias em estufa, a 37ºC. Os 
linfócitos foram imunofenotipados por citometria de fluxo com base na 
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Interleukin-27, a cytokine of the IL-12 family, is secreted by antigen-
presenting cells such as macrophages and dendritic cells (DCs). Recent 
studies suggest an anti-inflammatory role for IL-27 by inducing IL-10 
producing Tr1 cells capable of inhibiting Th1 and Th17 type responses. Our 
work aimed to investigate whether IL-27 and the induction of Tr1 cells are 
involved in the immunomodulation of paracoccidioidomycosis, the most 
prevalent systemic mycosis in Brazil. For this, we evaluated the presence 
of IL-27 in serum and biopsies of patients treated at a university hospital in 
Brazil by ELISA, immunohistochemistry, and immunofluorescence. The 
presence of Tr1 cells (CD4+CD45RA-CD49b+LAG3+) in the peripheral blood 
was analyzed by flow cytometry, using specific antibodies. In vitro 
experiments using peripheral blood from healthy donors were performed to 
verify the competence of P. brasiliensis yeast in inducing the production of 
IL-27, as well as the polarization of lymphocytes to the Tr1 phenotype. We 
found that patients with the acute form of PCM present higher serum 
concentrations of IL-27 and a higher percentage of Tr1 cells in the 
peripheral blood when compared to patients with the chronic form of the 
disease and healthy donors. The cytokine IL-27 was also detected in lesions 
of PCM patients, which was associated with DCs and macrophages. P. 
brasiliensis yeasts from the Pb18 virulent strain were able to induce IL-27 
production by both DCs and macrophages. In agreement, we have found 
that DCs pulsed with Pb 18 yeasts induce a higher frequency of Tr1 
lymphocytes in vitro. The results suggest that, in addition to Th2 cells 
previously described as immunosuppressive in severe forms of the disease, 
IL-27 and Tr1 cells may contribute to the deficient immune response 
observed in these patients. 
 




Paracoccidioidomycosis (PCM) is the most prevalent a systemic 
mycosis in Latin America, with a great number of cases found in Brazil, 
Colombia, and Venezuela (1-3). PCM, caused by the dimorphic fungi of the 
genus Paracoccidioides, is the major cause of mortality among systemic 
mycoses in Brazil, being the eighth cause of mortality due to chronic 
infectious diseases (4).  
The wide spectrum of clinical manifestations of PCM is in accordance 
with different patterns of the immune response. The acute form (AF), 
characterized by the involvement of lymph nodes, liver, spleen, and bones 
in children and young adults (5), present a deficient cellular immune 
response associated with the inhibition of lymphoproliferative response, 
increased production of Th2/Th9 cytokines (6-9), such as IL-4, IL-5, IL-10, 
TGF-β, low levels of IFN-γ and TNF-α, and polyclonal activation of B 
lymphocytes with the predominant production of IgG4, IgE e IgA  (3, 6, 7, 9-
12). Meanwhile, the chronic form (CF) is characterized by the presence of 
mucocutaneous lesions and pulmonary involvement (5), affecting adults 
over 30 years. The CF patients develop a heterogeneous response with 
predominant participation of Th17/Th22 cells in addition to IFN-γ, TNF-α, IL-
2 and variable amounts of IL-10 and IL-4 (6, 9, 11, 12). Patients with the 
unifocal CF present milder symptoms due to a preserved Th1 response, 
which allows the formation of granulomas that partially restrict fungal 
replication (7, 9). The CF multifocal presents immunosuppression similar to 
that described in AF patients, which contributes to the severity due to the 
influence of Th2 and Th9 responses (7, 9). 
An intense inflammatory response is mainly described in AF patients, 
leading to a poor response to antifungal drugs and fungi dissemination to 
various organs and tissues (13). Corticosteroids were successfully used as 
adjunctive therapy especially in severe forms of the disease. Due to its 
immunosuppressive effects, the drug helps decrease tissue damage and 
exacerbated inflammatory response in patients, a response that can be 
aggravated by conventional antifungal therapies (13, 14). In this context, 
mechanisms of inflammatory response containment must be triggered by 
the immune system in order to control the intense cellular destruction but at 
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the same time optimize the antifungal response. Studies involving the 
participation of regulatory T cells (Tregs) and anti-inflammatory cytokines in 
PCM demonstrated that patients with active PCM, mainly in the most 
disseminated forms of the disease, presents a higher production of 
suppressor cytokines such as IL-10 and TGF-β, associated with a reduction 
in the production of IFN-γ and TNF-α (6, 7, 11, 12, 15).  
It is suggested that Treg cells participate in the immunosuppression 
observed in patients with active PCM since they present a greater amount 
of these cells when compared to the treated individuals (16, 17). These 
findings confirm the relationship between the most severe forms of the 
disease and depression in the cellular immune response, determinant for 
the disease progression. The immune suppression observed in some 
infectious diseases was also associated with an increase in the frequency 
of type 1 regulatory cells (Tr1) (18, 19). These cells are characterized by the 
absence of expression of the transcription factor FOXP3 (20), expression of 
CD49b and LAG3 (21), besides the secretion of large amounts of IL-10 and 
TGF-β (21, 22). The immunosuppressive properties of Tr1 contribute to the 
negative regulation of the immune response, maintaining the tolerance and 
suppression in autoimmune diseases. Based on these characteristics, Tr1 
cells have been suggested as a potential treatment for various immuno-
related disorders (23). 
Cytokines of the IL-12 family as IL-12, IL-23, IL-27, and IL-35 are 
heterodimeric molecules with an important function in the stimulation and 
regulation of immune response (24, 25). The IL-27, composed by subunits 
Ebi3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3) and p28, was described as 
responsible for the induction of IL-10 production and inhibition of 
differentiation of Th17 (26). Thus, after the activation of macrophages and 
dendritic cells by patterns recognition receptors (PRRs), the production of 
IL-27 control the tissue inflammation, inhibiting the polarization of Th17 cells 
and promote the development of IL-10 producing-Tr1 cells limiting tissue 
destruction and inflammatory processes (26-32).  IL-27 was also described 
as inducing macrophages deactivation. During the infection by 
Mycobacterium tuberculosis, IL-27 influences the effector function of 
macrophages once the treatment with IL-12 and the soluble receptor to IL-
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27 (srIL-27) reduced the M. tuberculosis growth (33). The expression of IL-
27 receptor (IL-27R) on T cells was associated with the increase of 
susceptibility to infection by M. tuberculosis and IL-27 receptor-deficient 
mice (IL-27R-/-) showed a reduction on the bacterial load (34).   
The anti-inflammatory role of IL-27 was also described in other 
infectious disease. In the experimental model of visceral leishmaniasis, IL-
27 has been associated with susceptibility through modulation the Th1/Th17 
profile (35). Patients with visceral leishmaniasis presents high serum levels 
of this cytokine (36). In the experimental model of Plasmodium berghei 
infection IL-27R-/- mice had a higher percentage of T CD4+ memory cells on 
spleen and liver and an increase of IL-2, resulting in pathogen clearance 
and control of the infection (37).  
The few studies that have addressed the role of IL-27 on fungal 
infections indicate that the control of infection is associated with reduced 
production of the IL-27, while higher levels of this cytokine are related to the 
development of the disease (38). In fact, IL-27 was described to suppress 
the protective response to Candida parapsilosis once IL-27R-/- infected mice 
had higher serum levels of pro-inflammatory cytokines, IFN-γ and IL-17, 
resulting in control of the infection (39). Considering the involvement of IL-
27 in suppressing cell mediated immune responses and inducing Tr1 
polarization, we aimed to evaluate its role in human 
paracoccidioidomycosis. 
 
Materials and Methods 
 
Casuistic  
We included sera samples, peripheral blood and biopsies specimens 
from patients with proven PCM attended at the Hospital de Clínicas of State 
University of Campinas (UNICAMP). PCM diagnosis was established by 
fungus detection in biological samples. The study only included PCM 
patients recruited before the beginning or within the first month of treatment. 
Patients in use of anti-inflammatory or antibiotics, or with concomitant 
inflammatory, infectious, autoimmune diseases or cancer were excluded. 
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For some experiments, we use peripheral venous blood from healthy 
donors.  This study was approved by the Ethics Committee of the State 
University of Campinas (CAAE 67805216.8.0000.5404), all participants 
wrote informed consent. 
 
Serum IL-27 
Peripheral venous blood was collected from healthy donors (controls) 
and from PCM patients in clot activator tubes. The samples were 
centrifuged 2500 rpm for 10 minutes at room temperature. The serum was 
used for IL-27 quantification by ELISA (Duoset-R&D Systems, United 
States), according to the manufacturer’s instructions. 
 
Immunohistochemistry  
Slides with histological sections of lymph nodes and oral mucosa 
from PCM patients were immersed in 5% Trilogy solution (Sigma-Aldrich) 
and placed in a steamer for 15 min in order to deparaffinize, hydrate, and 
recover the antigens. Endogenous peroxidase was blocked with hydrogen 
peroxide (H2O2) 10v, followed by washing with distilled water and incubating 
with protein block (Dako – USA). The slides were incubated overnight with 
the primary monoclonal antibody against IL-27 (ab115671, Abcam, UK) and 
then washed with Phosphate Buffered Saline with bovine serum albumin 
2% (PBS-BSA). The slides were incubated with a polymer containing 
peroxidase (Envision, Dako – USA) and revealed by the addition of 0,6% 
chromogen substrate 3,3'-diaminobenzidine (DAB) solution (Sigam-Aldrich 
Chemical – USA), followed by activation with hydrogen peroxide 30v and 
nuclear staining with Harris hematoxylin (Sigma-Aldrich – USA). The 
sections were dehydrated, diaphanized and assembled with Entelan 
(Sigma-Aldrich – USA). The sections were examined by optical microscope 
(Nikon, Japan). For quantitative analysis, the IL-27 positive area (brown 
stained) was selected, and the results were expressed in mm² using the 
program ImageJ®. 
Immunofluorescence 
Histological sections of lymph nodes from 6 patients with PCM were 
included in silanized slides and antigen retrieved to exposure the antigenic 
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epitopes. The sections were incubated overnight at 4ºC with rabbit anti-IL-
27p28 polyclonal antibody (ab115671, Abcam, UK), and then was added 
anti-CD68 or anti-CD209 / DC-SIGN antibodies, produced in mice (both 
from Biolegend, USA) for 1 hour. Subsequently, the cuts were incubated in 
secondary antibodies conjugated to Alexa 488 (anti-rabbit, Invitrogen, USA) 
(green staining) and Alexa 647 (anti-mouse, Abcam, UK) (pink staining). For 
better characterization and visualization, the cell nucleus (DNA) was stained 
by Hoechst reagent (Invitrogen, USA). In order to reduce the auto 
fluorescence, the sections were treated with CuSO4 10mM diluted in 
ammonium acetate buffer 50mM (ph 5) for 10 minutes in the dark. The 
sections were washed and examined under confocal microscopy SP8 
(Leica, Germany).  
 
 
Frequency of Tr1 Cells 
 Peripheral blood mononuclear cells from PCM patients and healthy 
were stained  with a set of surface-labeling antibodies anti-human CD4-
FITC, anti-human CD49b-PE, anti-human LAG3-PE-Cy7 and anti-human 
CD45RA-PE-Cy5 (all from Biolegend, USA) diluted in PBS-BSA-A (PBS – 
Bovine Serum Albumin 0,1% - Sodium Azide 0,5%), followed by incubation 
for 30 minutes at 4°C in the dark. After wash, 2% formaldehyde was added 
and the cells were analyzed by flow cytometer (FACs Verse, BD 
Biosciences, USA). The analysis was carried out using the FlowJo program, 
version 10 (FlowJo, LLC, USA). 
 
P. brasiliensis yeast cells 
Isolates of Paracoccidioides brasiliensis (Pb18 and Pb265) were 
cultivated on Fava-Netto medium, at 36ºC for 5-7 days and used as 
previously described (40). After, yeast cells were resuspended in sterile 
phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.2) and separated by Vortex agitation 
with 0.5-mm-diameter glass beads, for 5 min. The cell suspension was 
incubated at 37°C for 15 min and the supernatant was collected. The 
number and the viability of the fungal cells were determined in a Neubauer 
chamber in the presence of trypan blue dye. Suspensions containing more 
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than 85% of viable fungi were used. Alternatively, P. brasiliensis yeast were 
heat-killed at 60°C for 1h and used in some experiments.  
 
 
Purification of CD14+ and CD3+ cells and differentiation of CD14+ cells 
into macrophages and dendritic cells (DCs).  
Monocytes (CD14+ cells) and T lymphocytes (CD3+ cells) were isolated 
from PBMCs of healthy using positive immunomagnetic selection system 
(MACs® - Miltenyi Biotech, Germany), according to the manufacturer’s 
instructions. We obtained populations with >95% purity evaluated by flow 
cytometry (data not shown). Dendritic cells (DCs) were differentiated from 
monocytes (CD14+ cells) with treatment with human recombinant cytokines 
IL-4 (50 ng/mL) and GM-CSF (50 ng/mL) (Biolegend) (added at day 0 and 
2) for 5 days. Macrophages were differentiated from monocytes (CD14+ 
cells) by treatment with GM-CSF (50 ng/mL) (Biolegend) (added at day 0 
and 2) for 7 days. The cells were evaluated by microscopy and flow 
cytometry to confirm the differentiation (data not shown). The cells were 
maintained in RPMI 1640 medium (Gibco – Thermo Fisher Scientific – 
USA), supplemented with 2mM L-glutamine, inactivated fetal calf serum 
(10%), 100U/mL gentamycin and 1mM sodium pyruvate (all from Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, United States).    
 
Quantification of IL-27 production by P. brasiliensis yeasts 
After differentiation, DCs and macrophages were stimulated with P. 
brasiliensis yeasts cells (Pb18, Pb18 heat-killed or Pb265) and maintained 
at 37ºC with 5% CO2 for 24h. The cell phenotype was confirmed by flow 
cytometry (supplementary figure 2 and 3, and supplementary table 1 and 
2), and the supernatant was stored at −20ºC until use. The production of IL-
27 by DCs and macrophages was determined in culture supernatants by 






Monocyte-derived DCs were treated (or not) with recombinant IL-27 
(rhIL27) and stimulated (or not) with P. brasiliensis yeasts cells for 2 hours. 
Subsequently, the culture supernatant was removed and autologous T cells 
(CD3+ cells) were added (ratio 1 DC: 10 lymphocytes) and maintained for 5 
days at 37°C with 5%CO2. The cell pellet was collected and stained with 
antibodies anti- CD4-FITC, CD49b-PE, LAG3-PE-Cy7 and CD45RA-PE-
Cy5 (all from Biolegend, USA). 
 
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software (Jandel 
Corporation). The normal distribution of quantitative variables was verified 
by the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. Continuous variables 
with non-normal distribution were expressed as median and analyzed by 
the Mann-Whitney test for comparison of two independent groups or by the 
Kruskal-Wallis test for 3 or more groups, with Dunn's post test. Comparisons 
between two or more continuous variables in the same group were made 
by applying the Friedman test, with Dunn's post test. Results were 





Table 1 shows the clinical characteristics of the study groups [patients with 
PCM, acute (AF, n=9) and chronic (CF, n=12) form and healthy donors 
(n=21]. Healthy donors presented an average age of 32 years old and among 
patients, the average age was 11 years old for FA and 46 years old to CF. 
The AF patients predominantly presented lymph nodes involvement, while 









Table 1.  
Clinical characteristics of study groups  
 
Characteristics Acute Form Chronic Form Healthy 
Donors 
    
Sex (Male/Female)      5/4 8/4  7/14 
Age (years, mean ± SD) 11,7 ± 5,13 46,8 ± 6,2   32,4 ± 8,8 
Affected organs    
Lymph nodes 7  3     N/A 
Lungs 
 
2  8     N/A 
Skin 2  8     N/A 
Liver 
 
2  0     N/A 
Spleen 1  0     N/A 
  N/A: Not applicable 
 
 
Sera from patients with severe of PCM have elevated levels of serum 
IL-27  
 
The concentration of IL-27 in sera of patients with acute form (AF), chronic 
multifocal form (CF-MF) and chronic unifocal form (CF-UF) of PCM as well 
in healthy controls (C) were evaluated by ELISA (Figure 1). A higher 
concentration of IL-27 was found in patients with severe forms of PCM (AF 
and CF-MF) when compared to patients with milder forms of the disease 
(chronic unifocal form) and healthy donors.   
43  
 





















Figure 1. IL-27 concentrations in sera from patients with different 
clinical forms of PCM and healthy donors. Serum from patients with 
different clinical forms of PCM was used for quantification of IL-27 by ELISA. 
AF: Acute form (n=29), CF-MF: Chronic Multifocal Form (n=24), FC-UF: 
Chronic Unifocal Form (n=30) and C: healthy donors (n=40). The bars 
represent the median. Kruskal Wallis test, with Dunn post-test.  p <0.05. 
 
IL-27 detection in lymph nodes and oral mucosa from patients with 
PCM 
 
For IL-27 detection in tissues, immunohistochemistry assay was performed 
in lymph nodes and oral mucosa sections of patients with acute and chronic 
forms, respectively. Figure 2 is representative of lymph node sections of 
patients with AF (A and B) and oral mucosa of patients with CF of PCM (C 
and D), in which the presence of IL-27+ cells (brown staining) was detected 
mainly inside granulomas. The measurement of IL-27 positive area (brown 
staining - E) showed a higher expression of the cytokine in lymph nodes 




Figure 2. IL-27 detection in lymph node and oral mucosa biopsies of 
PCM patients. Paraffin embedded tissue sections of lymph node (A and B) 
and oral mucosa (C and D) lesions were immunohistochemically labeled for 
IL-27 detection (brown).  Quantification of IL-27 (E) positive areas in the 
lesions of patients with active PCM. LN: lymph node (n=18); OM: oral 




Detection of IL-27 in association with antigen-presenting cells  
In order to detect IL-27 as well the composition of the cell infiltrate in lymph 
nodes of PCM patients we performed confocal microscopy in the biopsies 
of 6 patients. We observed IL-27 in association with DCs, as well as 
macrophages (Figure 3). DCs (A) and macrophages (B) were marked in 






Figure 3. Antigen presenting cells associated with IL-27 in lymph node 
biopsies of PCM patients. Detection of antigen presenting cells and IL-27 
in lymph nodes (n=6) of patients with PCM by confocal 
immunofluorescence. In both panels, yellow arrow indicates antigen-
presenting cells in tissues (dendritic cells in panel A and macrophages in 
panel B). These cells were found adjacent to IL-27 (white arrow). The nuclei 






The frequency of Tr1 cells is elevated in patients with the AF of PCM 
After detecting the presence of IL-27 in the serum and in lesions of PCM 
patients, we quantified the frequency of Tr1 cells (CD4+CD45RA-
CD49b+LAG3+) by flow cytometry (Figure 4). For this, peripheral blood of 20 
patients with PCM was collected, being 9 of them with AF and 12 with CF, 
and 21 healthy donors. Our results showed that patients with AF presented 
a higher frequency of CD4+CD45RA-CD49b+LAG3+ cells when compared to 
patients with CF and healthy controls. In addition, we observed that patients 









































Figure 4. Frequency of Tr1 cells in the peripheral blood of patients with 
PCM and controls. Peripheral blood were collected from patients and 
healthy donors and mononuclear cells were stained with Tr1-specific 
antibodies. The frequency of Tr1 positive cells were analyzed by flow 
cytometry. AF: acute form (n= 9); CF: chronic form (n=12); C: healthy 
controls (n=21). The horizontal bars represent the median. Kruskal Wallis 
test with Dunn post-test.  p <0.05. 
 
 
P. brasiliensis yeast cells induce IL-27 production by macrophages 
and DCs 
In order to verify if yeasts of P. brasiliensis are capable of inducing IL-27 
production by antigen-presenting cells, dendritic cells and macrophages 
from healthy donors were stimulated with different yeast preparations  
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(Pb18, Pb18 heat-killed or Pb265) for 24h. Afterward, the IL-27 production 
was quantified by ELISA. We found that both dendritic cells and 
macrophages produce IL-27 in the presence of viable yeasts of Pb18. The 
avirulent Pb265 strain and heat killed Pb18 yeast were not capable to 





































































Figure 5. IL-27 production induced by P. brasiliensis yeasts. DC (A) 
and macrophages (B) derived from healthy donors were stimulated for 24h 
with different strains of P. brasiliensis and the supernatant was used for IL-
27 quantification by ELISA.  Pb18: high virulence strain; Pb18 heat killed: 
high virulence strain killed by heat; Pb265: low virulence strain; LPS: 
lipopolysaccharide; US: unstimulated.  The horizontal bars represent the 
median. Paired t-test. p <0.05. 
 
P. brasiliensis yeast cells induce polarization of Tr1 cells  
Since we found that viable Pb18 yeast induces IL-27 production by DC and 
macrophages, we verified whether yeasts of P. brasiliensis are able to 
induce Tr1 polarization in vitro. For that, we performed cocultures of 
lymphocytes and DCs from 11 healthy donors stimulated or not with Pb18 
strain, followed by specific Tr1 immunophenotyping (CD4+CD45RA-
CD49b+LAG3+). As seen in Figure 6, we found that the addition of Pb18 in 
the cells induced the polarization to the Tr1 profile when compared to non-
























































Figure 6. Induction of Tr1 cells by DCs stimulated with Pb18 and IL-27. 
T lymphocytes from healthy controls (n=12) were co-cultured with 
stimulated DCs (Pb18) or not (US) for 2h and analyzed for the Tr1 
(CD4+CD45RA-CD49b+LAG3+) profile by flow cytometry. The horizontal 
bars represent the median. Friedman test, with Dunn post-test. p <0.05. 
 
           
Discussion  
Our study aimed to verify the participation of cytokine IL-27 in human 
infection with Paracoccidioides brasiliensis. We initially found that patients 
with the acute form of PCM had higher serum IL-27 concentrations when 
compared to patients with the chronic form of the disease and healthy 
controls. In addition, we detected IL-27 in lesions of patients with PCM in 
both the oral mucosa and lymph nodes. It is well established that patients 
with the most severe and widespread forms of PCM have suppression of 
cellular immune response (6, 24, 25). In this context, the production of IL-
27 a cytokine capable of inhibiting Th1 and Th17 responses, could 
contribute to the deficient antifungal response. Higher IL-27 production, 
evidenced by higher serum cytokine concentrations in patients with acute 
and chronic multifocal PCM could impact macrophage activation by 
inhibiting Th1 response (64-66) and / or suppressing the Th17 response 
(67), leading to the most severe condition of the disease. Several studies 
have shown that human macrophages infected with Mycobacterium 
tuberculosis are downmodulated by IL-27 that is able to inhibit TNF-α and 
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IL-12 as well as by the induction of anti-inflammatory cytokine IL-10 and 
inhibition of phagosomic acidification (47-49, 53). It has also been described 
that the suppressive effect of IL-27 may occur through the induction of IL-
10 producing Tr1 cells (42, 68, 69). 
Thus, our next step was to verify the presence of Tr1 cells in the 
peripheral blood of patients with both clinical forms of PCM and compare 
them to control subjects. Our results showed that patients with AF have a 
higher frequency of Tr1 cells than CF patients and healthy controls. These 
findings suggest that there is a relationship between the 
immunosuppressive profile found in the more severe and widespread forms 
of PCM and the high frequency of Tr1 cells in peripheral blood. Moreover, 
they agree with the findings of higher serum concentration and the detection 
of IL-27 predominantly in lymph nodes of patients with the AF of PCM.  
To investigate whether IL-27 is directly induced by the presence of 
P. brasiliensis, we performed in vitro assays in which we verified the ability 
of dendritic cells and macrophages to produce IL-27 when stimulated with 
fungal yeast. For these experiments we tested strains Pb18 (high virulence), 
Pb265 (low virulence) and heat-killed Pb18 yeasts. Viable yeasts from the 
Pb18 strain were able to induce IL-27 production by both macrophages and 
DCs, while low virulence strain fungi as well as heat-killed Pb18 yeasts did 
not have the same effect. 
These findings indicate a direct relationship between the presence of 
the pathogen and active disease and the induction of IL-27 production.  
Finally, coculture experiments showed that in the presence of DCs 
pulsed with P. brasiliensis, lymphocytes polarized to the Tr1 regulatory 
profile, like that induced by recombinant IL-27. In fact, we found an increase 
in the frequency of CD4 + CD49b + LAG3 + CD45RA + cells, a phenotype 
that characterizes the Tr1 population, both in the presence of fungal-pulsed 
DCs and IL-27.  
Our study showed a novel component of the fungus-induced 
inhibitory response represented by IL-27-induced Tr1 cells. In fact, despite 
their low frequency in the peripheral blood, Tr1 cells, through the production 
of IL-10, could contribute to the imbalance of cellular immune response and 
consequent to the worsening and spread of PCM. 
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In summary, our results showed that patients with the acute form of 
PCM have higher serum IL-27 concentrations and a higher percentage of 
Tr1 cells when compared to patients with chronic disease form and healthy 
controls. Cytokine IL-27 was also detected in lesions of patients with PCM 
and in the supernatant of in vitro stimulated DCs and macrophages with 
viable Pb18 yeasts. Cocultures of DCs and T lymphocytes showed the 
induction of Tr1 cell polarization in the presence of P. brasiliensis yeasts. 
These results indicate that IL-27-induced Tr1 cells may be one of the 
mechanisms that result in the deficient immune response observed in 






Supplementary figure 1. Analysis of Tr1 cells by flow cytometry. (A) 
dot-plot graph demonstrating the lymphocyte population gate based on size 
(FSC-A) and granularity (SCC-A); (B) Selection of the CD4 + and CD45RA- 
lymphocyte population; (C) Determination of the percentage of LAG-3 and 







Supplementary Table 1: Monocyte differentiation in macrophages 
according to the geometric mean by specifics markers. 
 


















Supplementary Table 2: Monocyte differentiation in dendritic cells 
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5. DISCUSSÃO  
Nosso trabalho teve por objetivo verificar a participação da citocina 
IL-27 na infecção humana pelo Paracoccidioides brasiliensis. Constatamos 
inicialmente que pacientes com a forma aguda da PCM apresentavam 
maiores concentrações séricas de IL-27 quando comparados aos pacientes 
com a forma crônica da doença e controles saudáveis. Além disso, 
detectamos IL-27 em lesões de pacientes com PCM tanto na mucosa oral 
como em linfonodos.  
Está bem estabelecido que pacientes portadores das formas mais 
graves e disseminadas da PCM apresentam supressão da resposta 
imunológica celular (6, 24, 25). Neste contexto, a produção de IL-27, citocina 
com capacidade de inibir as respostas Th1 e Th17, poderia contribuir para 
a resposta antifúngica deficitária. Adicionalmente, a indução da produção  
de uma citocina com propriedades anti-inflamatórias teria um efeito no 
restabelecimento da homeostasia do hospedeiro. Estudos em pacientes 
com Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica demonstraram concentrações 
séricas elevadas de IL-27, principalmente naqueles com quadro 
exacerbado  (61).  De maneira similar, concentrações elevadas de IL-27 no 
lavado broncoalveolar foram encontradas em pacientes asmáticos com as 
formas mais graves da doença (62).  
Nossas análises histológicas (imunohistoquimica e 
imunofluorescência) evidenciaram a presença de IL-27 em associação com 
macrófagos e DCs.  A produção de IL-27 por células mielóides foi descrita 
em vários estudos,  como o de Pflanz et al (2002) que, a partir da análise 
de painéis de cDNA humano e de camundongos por RT-PCR, detectou 
maior expressão gênica das subunidades p28 e EBI3, que compõem a 
molécula  completa da IL-27, principalmente em monócitos e células 
dedríticas derivadas de monócitos (63).  
 Uma maior produção de IL-27, evidenciada por concentrações séricas 
mais elevadas da citocina em pacientes com a forma aguda e a forma 
crônica multifocal da PCM poderia ter impacto na ativação de macrófagos 
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pela inibição da resposta Th1 (64-66) e/ou na supressão da resposta Th17 
(67), levando à condição mais grave da doença. Vários estudos mostraram 
que macrófagos humanos infectados com Mycobacterium tuberculosis têm 
sua resposta modulada negativamente pela IL-27. A ação da IL-27 ocorre 
a partir da supressão de TNF-α e IL-12, citocinas necessárias para ativação 
de macrófagos, assim como para indução da produção de citocinas anti-
inflamatórias e inibição da acidificação fagossômica (47-49, 53). Baseado 
nesses achados, Abdalla et al (2015) analisaram e comprovaram o papel 
imunossupressor da IL-27 sobre a resposta efetora de macrófagos 
infectados com M. tuberculosis em experimentos nos quais neutralizaram 
a citocina pelo tratamento com receptor solúvel de IL-12 e IL-27 (srIL-27).  
 Além dos mecanismos acima descritos, por meio da indução 
coordenada do fator de transcrição c-Maf, da produção de IL-21 e do 
coestimulador ICOS, a IL-27 atua também induzindo células Tr1 produtoras 
de IL-10 (42, 68-70). Quando ativadas, essas células secretam IL-10, que 
limita a intensidade das respostas imunológicas mediante a inibição da 
expressão de moléculas de MHC-II, moléculas coestimulatórias e da 
produção de citocinas pró-inflamatórias produzidas por APCs, diminuindo 
assim a resposta de células T efetoras (34, 71).  
 Desta forma, nosso próximo passo foi verificar a presença de células 
Tr1 no sangue periférico de pacientes com ambas formas clínicas da PCM 
e compará-los aos indivíduos controles. Nossos resultados mostraram que 
pacientes com FA apresentam maior frequência de células Tr1 quando 
comparados a pacientes com FC e controles saudáveis. Observamos 
também uma frequência similar entre pacientes portadores da FC e 
controles saudáveis. Esses achados sugerem haver uma relação entre o 
perfil imunossupressor encontrado nas formas mais graves e disseminadas 
da PCM e a frequência elevada de células com perfil Tr1 no sangue 
periférico. Além disso estão de acordo com os achados de maiores 
concentrações séricas e locais de IL-27.   
Para investigar se a IL-27 é induzida diretamente pela presença do 
P. brasiliensis, realizamos ensaios in vitro no qual verificamos a capacidade 
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de células dendríticas e macrófagos em produzir IL-27 quando estimulados 
com leveduras do fungo. Para estes experimentos testamos leveduras das 
cepas Pb18 (alta virulência), Pb265 (baixa virulência) e leveduras Pb18 
mortas pelo calor. Leveduras viáveis da cepa Pb18 foram capazes de 
induzir a produção de IL-27 tanto por macrófagos como por DCs, enquanto 
fungos da cepa de baixa virulência, bem como leveduras Pb18 mortas pelo 
calor não tiveram o mesmo efeito.   
 
Esses achados indicam haver uma relação direta entre a presença 
do patógeno que caracteriza a doença em atividade e a indução da 
produção da IL-27. 
 
Por fim, para verificar se leveduras de P. brasiliensis eram capazes 
de induzir a polarização de células Tr1 realizamos experimentos de 
cocultura nos quais células dendríticas de doadores saudáveis foram 
pulsadas com cepa virulenta de P. brasiliensis e cultivadas com linfócitos 
autólogos. Nossos achados mostraram que na presença de P. brasiliensis, 
os linfócitos polarizaram para o perfil regulatório Tr1, semelhante ao 
induzido pela IL-27 recombinante. Por meio de ensaios de citometria de 
fluxo verificamos um aumento da frequência de células 
CD4+CD49b+LAG3+CD45RA+, fenótipo que caracteriza a população Tr1, 
tanto na presença de DCs pulsadas com o fungo como de IL-27. Os 
resultados obtidos nos ensaios de cocultura estão de acordo com os 
achados ex vivo de uma maior frequência de células Tr1+ em pacientes com 
a FA da PCM, sugerindo que esse subtipo celular contribui com o estado 
de imunossupressão que caracteriza esta forma da doença.  
 
 Vários estudos avaliaram o papel das células T reguladoras 
clássicas (Foxp3+) nas respostas de defesa ao P. brasiliensis tanto doença 
humana (23, 72) como nos modelos experimentais (73-76). Em especial na 
PCM humana, os mecanismos envolvidos na imunossupressão observada 
principalmente nas formas mais graves e disseminadas da doença têm sido 
relacionados à produção de citocinas supressoras como a IL-10 (16). 
Pacientes com PCM ativa apresentam um número elevado de células Treg 
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no sangue periférico, quando comparados a indivíduos tratados e controles 
saudáveis (24, 25). Além disso, essas células T reguladoras apresentam 
expressão elevada da molécula CTLA-4 indicando sua participação na 
supressão da resposta imunológica observada na doença (24).  
 
 Além da resposta mediada por Treg, vários estudos mostraram 
que pacientes  portadores da FA apresentam um perfil de resposta Th2 com 
uma maior produção de IL-4, IL-5 e IL-10, confirmando a presença de um 
ambiente supressor nessa forma da doença (14). Neste contexto, os 
resultados do presente trabalho mostraram um novo componente da 
resposta inibitória induzida pelo fungo representado pelas células Tr1 
induzidas por IL-27. De fato, apesar de sua baixa frequência no sangue 
periférico as células Tr1, por meio da produção de IL-10 poderiam contribuir 
para o desequilíbrio da resposta imune celular e, consequente, para o 
agravamento e a disseminação da PCM.  
 
Em resumo nossos resultados mostraram que pacientes com a 
forma aguda da PCM apresentam maiores concentrações séricas de IL-27 
e uma maior porcentagem de células Tr1 quando comparados aos 
pacientes com a forma crônica da doença e controles saudáveis. A citocina 
IL-27 também foi detectada em lesões de pacientes com PCM e no 
sobrenadante de DCs e macrófagos estimulados in vitro com leveduras 
viáveis de Pb18. Coculturas de DCs e linfócitos T mostraram a indução da  













Nossos resultados indicam que células Tr1 induzidas por IL-27 
podem constituir um dos mecanismos que resultam na resposta 
imunológica deficitária observada nas formas graves e disseminadas da 






















7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística foi realizada utilizando-se o software GraphPad 
Prism (Jandel Corporation). Os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-
Wilk foram utilizados para avaliação da normalidade dos dados. As 
variáveis contínuas que apresentaram distribuição não normal foram 
expressas em mediana e analisadas pelo teste de Mann-Whitney para 
comparação de dois grupos independentes ou pelo teste Kruskal-Wallis 
para 3 ou mais grupos, com pós-teste de Dunn. As comparações entre duas 
ou mais variáveis contínuas no mesmo grupo foram feitas aplicando-se o 
teste de Friedman, com pós-teste de Dunn. Os resultados foram 
considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi 
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